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Introdução: Existe um número limitado de linhagens celulares estabelecidas de 
câncer de ovário que correspondam ao histotipo seroso de baixo-grau disponível para fins de 
pesquisa. Em geral, estas linhagens celulares, assim como outras de origem epitelial, são 
mantidas em frascos de cultivo que permitem a adesão e crescimento bidimensional (2D) das 
células, resultando em uma monocamada. Contudo, o cultivo tridimensional (3D) permite a 
formação de agregados celulares com características de tecidos, preservando interação e 
função celulares. Portanto, estratégias de cultivo celular 3D resultam em modelos in vitro 
mais adequados para estudos das interações entre células e o próprio microambiente. 
Objetivo: O objetivo neste estudo foi o de caracterizar o desenvolvimento de uma linhagem 
celular de carcinoma seroso ovariano de baixo-grau em um sistema de cultivo celular 3D 
baseado no uso de campo magnético para promover a agregação das células. Além disso, 
avaliar este sistema de cultivo para gerar agregados de células neoplásicas contendo 
linfócitos. Sujeitos e Métodos: Células da linhagem CAISMOV24 isoladas ou misturadas 
com células mononucleares do sangue periférico humano (CMSP) foram cultivadas 
empregando-se um sistema de cultivo 3D disponível comercialmente (Bio-AssemblerTM). 
Assim, células CAISMOV24 conjugadas a nanopartículas magnéticas foram lançadas 
isoladamente ou cocultivadas (proporção 5:1) com CMSP conjugadas ou não a nanopartículas 
magnéticas, utilizando-se placas de baixa adesão contendo 24 poços (105 a 1,2x105 células/ 
400ul de meio RPMI-1640 suplementado/ poço). As placas foram incubadas (37oC/ 5%CO2) 
pelo período de 3h sobre o magneto de bioprint e, a seguir, mantidas por todo o período de 
cultivo (até 72h) sob o magneto de levitação. Adicionalmente, utilizou-se a suplementação do 
meio de cultura com a IL-15 como uma variação do cocultivo 3D. Os agregados celulares 
obtidos foram avaliados quando a morfologia, histologia, marcadores moleculares, bem como, 
presença e subtipos de linfócitos, por meio de cortes histológicos, imuno-histoquímica e 
citometria de fluxo. VPD450 foi empregado para se determinar a taxa de proliferação das 
células CAISMOV24 nas culturas 3D. Resultados: Os agregados celulares resultantes 
revelaram a capacidade intrínseca das células CAISMOV24 de formarem estruturas papilares. 
Foi detectada expressão nuclear das moléculas PAX8 e receptora de progesterona, moléculas 
frequentemente encontradas superexpressadas nos carcinomas ovarianos, o que indicou a 
preservação da função celular no cultivo 3D. O índice médio de proliferação das células 
CAISMOV24 na cultura 3D (1,89±0,15 vezes) foi significativamente menor (p <0,0001) em 
comparação com a cultura 2D (3,14±0,09 vezes). O conteúdo de linfócitos nos agregados 
celulares cocultivados foi significativamente maior (p <0,05) quando se empregou CMSP 
conjugadas com nanopartículas (15,0±3,80%) em comparação às coculturas com CMSP não 
conjugadas (9,20±0,84%). Além disso, os subconjuntos de linfócitos NK, TCD4, TCD8 e T-
reguladores (T-reg) foram recuperados com sucesso dos agregados celulares decorridas 72h 
de cocultivo celular. Foi observado aumento significativo na expressão da molécula CD69 nos 
linfócitos NK e TCD8, indicando ativação funcional destes linfócitos. O aumento de CD69 
nos linfócitos TCD8 foi associado à suplementação do meio de cultura com IL-15, enquanto 
que nos linfócitos NK foi associado à presença das células CAISMOV24. Conclusão: O 
sistema de cultivo celular 3D empregado permitiu que a linhagem celular CAISMOV24 
restaurasse a morfologia papilar característica do tumor original, bem como, permitiu gerar 
agregados celulares contendo linfócitos, assumindo-se ser adequado para o estudo das 
interações entre células do sistema imunológico e neoplásicas.  
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Introduction: There is a limited number of established ovarian cancer cell lines 
matching the low-grade serous histotype available for researching purposes. In general, these 
cell lines, as well as others of epithelial origin, are kept in culture flasks that allow adhesion 
and two-dimensional (2D) growth of cells, resulting in a monolayer. However, three-
dimensional (3D) culture allows the formation of cellular aggregates with tissue 
characteristics, preserving cellular interaction and function. Therefore, 3D cell culture 
strategies result in in vitro models more suitable for studies of interactions between cells and 
the microenvironment itself. Objective: The goal in the study was to characterize the growth 
of a given low-grade serous ovarian carcinoma cell line in a 3D culture system conducted on a 
magnetic field. Moreover, the culture system was evaluated in respect to the assembly of 
malignant cell aggregates containing lymphocytes. Subjects and Methods: CAISMOV24 
cell line alone or mixed with human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were 
cultured using a commercially available 3D culture system designed for 24 well plates. 
Briefly, CAISMOV24 cells conjugated to magnetic nanoparticles were incubate alone 
(105/well) or co-cultured with PBMC conjugated or not to magnetic nanoparticles (5: 1 ratio, 
1.2x105/well). The plates were incubated (37oC / 5% CO2) for a period of 3 hours on the 
bioprint magnet and then maintained for the entire culture period (up to 72 hours) under the 
levitation magnet. Additionally, supplementation of the culture medium with IL-15 was used 
as a variation of the 3D co-culture. The cell aggregates obtained were evaluated when the 
morphology, histology, molecular markers, as well as, presence and subtypes of lymphocytes, 
through histological sections, immunohistochemistry and flow cytometry. VPD450 was used 
to determine the proliferation rate of CAISMOV24 cells in 2D and 3D cultures. Results: 
Resulting cell aggregates revealed the intrinsic capacity of CAISMOV24 cells to assemble 
structures morphologically defined as papillary. In addition, nuclear expression of PAX8 and 
progesterone receptor molecules was detected, molecules frequently found over expressed in 
ovarian carcinomas. The average proliferation index of CAISMOV24 cells in the 3D culture 
(1.89 ± 0.15 times) was significantly lower (p <0.0001) compared to the 2D culture (3.14 ± 
0.09 times). The contents of lymphocytes into co-cultured cell aggregates were significantly 
higher (p<0.05) when NanoShuttle-conjugated PBMC were employed compared with non-
conjugated PBMC. Moreover, lymphocyte subsets NK, T-CD4, T-CD8 and T-regulatory were 
successfully retrieved from co-cultured cell aggregates at 72h. Thus, the culture system 
allowed CAISMOV24 cell line to develop papillary-like cell aggregates containing 
lymphocytes. A significant increase in expression of the CD69 molecule was observed in NK 
and TCD8 lymphocytes, indicating functional activation of these lymphocytes. Conclusion: 
The culture system allowed CAISMOV24 cell line to develop papillary-like cell aggregates 
containing lymphocytes. Therefore, we consider that this 3D culture system is suitable for the 
study of immune cellular interactions in the tumor microenvironment. 
 
 
Keywords: Cell line CAISMOV24. Spheroid. Magnetism. T-regulatory lymphocytes. Tumor 
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O carcinoma epitelial de ovário (CEO) é o mais letal entre os cânceres ginecológicos, 
ocupando o quinto lugar entre as causas de morte de mulheres por câncer. A cirurgia é 
curativa quando a enfermidade está limitada ao ovário. Entretanto, 79% das mulheres são 
diagnosticados com CEO em estágios avançados, para as quais a sobrevida em 5 anos é de 20-
25% (1-3). A razão para o diagnóstico tardio do câncer de ovário está em sua natureza 
assintomática e na ausência de marcadores para triagem precoce da doença. Dor e inchaço 
abdominal podem ser os primeiros sintomas, os quais estão frequentemente associados com 
metástases e a formação de ascite (4). 
Noventa por cento dos cânceres de ovário são de origem epitelial. Compreendem 
quatro tipos histológicos, os quais são categorizados entre tumores de baixo-grau (ou tipo I) e 
tumores de alto-grau (ou tipo II) com base em características moleculares e de crescimento. O 
tipo histológico seroso compreende 70% dos cânceres epiteliais de ovário, entre os quais, os 
de alto-grau, respondem por dois terços de todas as mortes por câncer de ovário (2, 5, 6). 
Embora o tumor seroso de baixo-grau seja menos frequente que o de alto-grau, mulheres com 
carcinoma seroso de baixo-grau avançado ou reincidente apresentam taxa de sobrevida 
semelhante à de mulheres com tumores de alto-grau (7,8).  
O tratamento de tumores em grau avançado baseia-se na cirurgia e quimioterapia com 
agentes derivados de platina (carboplatina e cisplatina) em combinação com taxanos 
(paclitaxel e docetaxel) (9). Contudo, a maioria das pacientes (60-70%) que recidivam entre 2 
e 5 anos após a primeira linha de tratamento evoluem para óbito (2, 10). A natureza difusa do 
câncer de ovário e a rápida disseminação metastática limitam a eficácia do tratamento, bem 
como, respondem pela característica dos carcinomas ovarianos avançados desenvolverem 
ascite peritoneal (10-13).  
Linhagens celulares são obtidas por meio do cultivo in vitro de fragmentos de tecido 
ou fluído contendo células. Em condições ideais de cultivo, estas células se proliferam sendo 
necessário à expansão. Após o primeiro repique, a cultura primária se torna o que é conhecido 
como linhagem celular. A capacidade de proliferação de uma linhagem é, em geral, limitada 
podendo durar algumas semanas antes de perder sua capacidade proliferativa. Essas linhagens 
celulares são conhecidas como finitas, entretanto, algumas linhagens celulares se tornam 
imortais, por meio de um processo chamado de transformação, o qual pode ocorrer de modo 




Linhagens celulares provenientes de diferentes neoplasias têm sido amplamente 
estabelecidas e empregadas na pesquisa científica, incluindo os carcinomas ovarianos. 
Usualmente, o cultivo e manutenção das linhagens celulares são mais simples e padronizados 
que o de células neoplásicas primárias e agrega vantagens como a possibilidade de serem 
armazenadas e partilhadas entre diferentes laboratórios de pesquisa, ampliando seu uso como 
modelos experimentais in vitro (15,16). Entretanto, as linhagens celulares são suscetíveis à 
seleção clonal, alterações genéticas e/ou metabólicas decorrentes dos longos períodos de 
manutenção in vitro, o que pode alterar características celulares relevantes e distanciar as 
linhagens celulares de suas células cognatas. Preferencialmente, quanto mais semelhanças 
existir entre a linhagem celular e as células neoplásicas primárias, maior será a utilidade da 
linhagem como modelo experimental. A “Broad-Novartis Cancer Cell Line Encyclopedia” 
inclui 52 linhagens celulares de câncer de ovário humano (16). Jacob e colaboradores 
publicaram uma revisão incluindo 104 linhagens celulares humanas derivadas de neoplasias 
de ovário ou de células da superfície epitelial do ovário (15). Entretanto, muitas dessas 
linhagens não são bem caracterizadas e algumas das linhagens celulares frequentemente 
utilizadas como modelos experimentais não correspondem de fato aos respectivos tipos 
histológicos, conforme demonstrado por Domcke e colaboradores que compararam o perfil 
genômico de 47 linhagens celulares ovarianas com amostras de tumores de ovário (17).  
Assim, novas linhagens celulares bem caracterizadas, bem como, desenvolvimento de 
sistemas de cultivo celular que preservem a natureza histológica e molecular dos diferentes 
subtipos de neoplasias ovarianas são necessárias como modelos experimentais para o estudo 
acurado desta doença. Particularmente, o histotipo seroso de baixo-grau do carcinoma 
epitelial de ovário é conhecido por ser de difícil cultivo e apresentar poucas linhagens 
celulares estabelecidas (MPSC-1, HOC-7, OAW42 e PEO16) disponíveis para estudo (18,19). 
CAISMOV24 é uma nova linhagem de CEO humano, estabelecida recentemente por 
Guimarães e colaboradores do Hospital da Mulher-CAISM da Unicamp (20). A linhagem 
celular CAISMOV24 foi estabelecida pela imortalização espontânea durante o cultivo in vitro 
de células neoplásicas primárias que foram obtidas a partir de uma ascite carcinomatosa 
associada ao carcinoma seroso ovariano de baixo-grau de uma mulher com 60 anos de idade. 
Esta linhagem celular vem sendo mantida por mais de 115 passagens in vitro. O emprego da 
técnica de hibridização genômica comparativa, mostrou que o padrão de alterações genômicas 
da CAISMOV24 se mantém semelhante ao das células neoplásicas primárias que a originou, 
favorecendo o potencial uso das células CAISMOV24 como modelo experimental in vitro 




A maioria dos estudos do CEO humano utilizando modelos in vitro baseia-se em 
sistemas de cultivo bidimensional (2D). Nestes sistemas, as células de origem epitelial 
crescem aderidas à superfície plástica do frasco de cultivo, formando uma monocamada 
celular. Embora este sistema de cultivo tenha possibilitado a aquisição de conhecimentos 
sobre a biologia tumoral sua utilidade é limitada, pois não reproduz a complexidade do 
microambiente tumoral, o que resulta em alterações morfológicas e funcionais das células. 
Por outro lado, no sistema de cultivo tridimensional (3D) busca-se recriar características 
fundamentais dos tecidos, reproduzindo a arquitetura e preservando a função das células que o 
constituem. Este sistema de cultivo deve possibilitar a interação entre vários tipos de células, 
produção de matriz extracelular para sustentação e regulação da função celular e síntese de 
fluídos intersticiais. Assim, modelos para estudo baseados neste sistema oferecem maior 
acurácia fisiológica, situando-os entre os modelos bidimensionais in vitro e os modelos in 
vivo (22-25).  
Um exemplo clássico que mostra as vantagens do sistema 3D sobre o 2D provém dos 
estudos coordenados por Bissell na década de 80 (26). Naquela ocasião, observou-se que 
células epiteliais mamárias de camundongo cultivadas sobre matriz extracelular, recriavam o 
arranjo morfológico encontrado in vivo e preservavam a função produtora de proteínas 
lácteas. Em comparação, na ausência da matriz extracelular as células cresciam como 
monocamada e não eram capazes de produzir proteínas lácteas, mesmo quando estimuladas 
por hormônios lactogênicos. Tais diferenças funcionais entre os dois sistemas de cultivo 
celular refletem alterações da expressão gênica. Neste sentido, Lawrenson e colaboradores em 
2013 (27) mostraram que a expressão gênica de células epiteliais das trompas de falópio 
cultivadas no sistema 3D assemelhou-se a das células in vivo, enquanto o cultivo 2D 
promoveu alterações da expressão. 
Frequentemente, os modelos de cultivo 3D de neoplasias, incluindo os de CEO, são 
obtidos pelo cultivo de fragmentos de tecido, suspensões de células primárias ou de linhagens 
celulares sobre uma matriz polimérica natural ou sintética (28). Tais modelos vêm sendo 
empregados para estudos focados na interação entre as células neoplásicas com a matriz 
extracelular, mecanismos da invasão maligna, suscetibilidade e resistência das células 
neoplásicas a drogas (28-30) e, mais recentemente, na interação do sistema imunológico com 
o microambiente tumoral (31,32).  
Outro recurso utilizado para gerar estruturas neoplásicas tridimensionais in vitro, 
baseia-se no emprego de recipientes que impedem a adesão das células, os quais combinados 




epiteliais como agregados celulares ou esferóides (33-35). Recentemente, uma nova 
tecnologia de cultivo 3D foi disponibilizada comercialmente, a qual se baseia no emprego de 
campo magnético para promover a levitação de células conjugadas a nanopartículas que 
contém ferro (21). Este sistema foi empregado com sucesso para gerar esferóides de diversos 
tipos celulares, incluindo células-tronco, células primárias e linhagens neoplásicas humanas e 
de outras espécies (21). A geração de esferóides em cultura celular é particularmente 
interessante como modelo in vitro para estudo do carcinoma epitelial seroso de ovário, visto 
que os agregados celulares formados são semelhantes àqueles encontrados nas ascites 
carcinomatosas e estão associados com a disseminação metastática nesta neoplasia.  
É consenso que as diferentes populações de linfócitos encontradas infiltrando ou 
associadas aos tumores, bem como as interleucinas (IL) produzidas por estas células, têm 
significado clínico e valor prognóstico inclusive no câncer de ovário (36). Especificamente, 
observou-se que pacientes com câncer de ovário tratadas por cirurgia e quimioterapia, cujos 
tumores continham infiltrado de linfócitos, identificados pela expressão da molécula de 
diferenciação CD3 (cluster of differentiation 3) em sua superfície apresentaram sobrevida 
superior àquelas sem o mesmo infiltrado linfocitário (37,38). Subsequentemente, observou-se 
que presença de infiltração de linfócitos T do subtipo CD8 corresponderia a um marcador de 
sobrevida melhor que o CD3 (36,39). Em contraste, a infiltração de linfócitos T reguladores 
(T-reg) foi associada à menor sobrevida e ao comprometimento da função imunológica (40-
42). Além disso, a presença de linfócitos T-reg bem como linfócitos T de memória e células 
natural killer (NK) tem sido documentada nas ascites carcinomatosas associadas ao câncer de 
ovário (43,44). 
Todos os aspectos biológicos dos linfócitos são modulados por ILs. Entre outras, a IL-
2 e a IL-15 possuem propriedades parcialmente sobrepostas e estão implicadas no 
desenvolvimento, sobrevida e citotoxicidade dos linfócitos efetores, bem como produção de 
imunoglobulina por linfócitos B (44). Embora ambas ILs sejam primordialmente 
estimuladoras da resposta linfocitária, a ação prolongada da IL-2 pode gerar um efeito 
inibidor por meio da ativação dos linfócitos T-reg, enquanto que a IL-15 não tem o mesmo 
efeito (44-46).  
Assim, o objetivo neste estudo foi caracterizar o desenvolvimento de uma linhagem 
celular de carcinoma ovariano seroso de baixo grau utilizando um sistema de cultura 3D 
disponível comercialmente, o qual se baseia no uso de campo magnético para induzir a 
agregação celular. Além disso, avaliar este sistema de cultura 3D para promover agregados de 






2.1. Objetivo Geral 
Avaliar um sistema de cultivo 3D baseado em campo magnético para gerar agregados 
com células de carcinoma ovariano seroso de baixo-grau contendo linfócitos. 
 
2.2. Objetivos Específicos 
Caracterizar o desenvolvimento da linhagem celular CAISMOV24 no sistema de 
cultivo n3D Biosciences quanto a histologia, proliferação celular e marcadores moleculares. 
 
Avaliar o sistema de cultivo n3D Biosciences para promover agregados de células 
neoplásicas contendo linfócitos. 
 







3.1. Desenho do estudo  
Trata-se de um estudo observacional descritivo sobre o desenvolvimento da linhagem 
celular CAISMOV24 quando submetida ao sistema de cultivo 3D, baseado na levitação e 
concentração celular por magnetismo, e ainda, em associação com linfócitos.  
 
3.2. Tamanho amostral 
Por se tratar de um estudo descritivo do comportamento de uma linhagem celular 
quando submetida a condições específicas de cultivo in vitro e cujos resultados não seriam 
extrapolados para explicar o comportamento de populações, não se aplicou o cálculo de 
tamanho amostral. Todavia, foram realizadas repetições experimentais do cocultivo da 
linhagem CAISMOV24 com CMSPs para determinação das variâncias dos resultados de 
parâmetros quantitativos.  
 
3.3. Seleção dos sujeitos  
Foram incluídos neste estudo sete participantes, convidados entre os membros do 
grupo de pesquisa que cederam uma amostra de 18mL de sangue periférico colhido por 
punção da veia do braço. Como o método foi avaliado quanto ao seu potencial de uso para 
estudar interações entre CEO e linfócitos e não pelas interações em si, foi optado pelo uso de 
CMSPs de participantes saudáveis, além disso, o uso de linfócitos de pacientes poderia trazer 
respostas de memória às células carcinomatosas, podendo gerar dúvidas sobre os resultados. 
Os participantes foram incluídos no estudo após assinatura do Termo de Consentimento Livre 
Esclarecido feita após receberem esclarecimento quanto aos objetivos da pesquisa e 
procedimentos a serem submetidos, observando-se como critérios de inclusão, serem sujeitos 
adultos e saudáveis. Os procedimentos adotados neste projeto foram homologados pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa e respeitaram os princípios enunciados na Declaração de 
Helsinque e na resolução CNS 466/2012 do Ministério da Saúde. Finalmente, adotou-se como 
critérios de exclusão qualquer fato ou incidente que inviabilizasse as amostras.  
 
3.4. Coleta de dados 
Todos os experimentos envolvendo o cultivo celular da linhagem CAISMOV24 nos 




sala apropriada para o cultivo celular com nível de biossegurança 2, localizada nos 
Laboratórios Clínicos Especializados do CAISM.  
Oito agregados das células CAISMOV24 obtidos pelo cultivo 3D foram processados 
para obtenção de cortes de tecido embebido em parafina, corados com hematoxilina e eosina 
(H&E), destinados à caracterização histológica dos agregados. Seis agregados celulares foram 
processados para obtenção de cortes histológicos por congelação, destinados aos ensaios de 
imunohistoquímica para determinação da expressão dos biomarcadores PAX8, receptor de 
progesterona e receptor de estrógeno. A comparação da proliferação celular entre os dois 
sistemas de cultivo, baseou-se em ensaios utilizando a citometria de fluxo e células 
CAISMOV24 marcadas com o corante de proliferação violeta 450 (VPD450), os quais foram 
realizado em triplicata para células cultivadas no sistema 2D, enquanto para o sistema 3D 
foram realizadas sete repetições experimentais agrupando-se quatro agregados celulares por 
repetição experimental.  
A coleta de sangue periférico de doadores saudáveis, destinada ao isolamento de 
CMSPs para o cocultivo 3D com células CAISMOV24 foi realizada pela equipe de 
enfermagem do CAISM. O isolamento das CMSP foi realizado em sala apropriada para o 
cultivo celular com nível de biossegurança 2, localizada nos Laboratórios Clínicos 
Especializados do CAISM. Foram realizadas sete repetições experimentais (7 doadores) 
agrupando-se quatro a seis agregados celulares para determinação do conteúdo de linfócitos e 
fenotipificação por meio da citometria de fluxo.  
Gráficos biparamétricos foram plotados para a determinação das populações de 
linfócitos. Essa determinação se baseou na presença e/ou ausência das moléculas de superfície 
CD56, CD3, CD8, CD4, CD25, CD127 mostrada em forma de porcentagem. A ativação 
celular dos linfócitos citotóxicos (NK e TCD8+) foi determinada pelo índice médio de 
fluorescência (MFI, medium fluorescence index) da molécula CD69, que é um receptor 
primário de ativação expresso na superfície celular. Dois agregados celulares originários do 
cocultivo das células CAISMOV24 com CMSPs marcadas com corante fluorescente éster 
succinimidílico de diacetato de carboxifluoresceína (CFSE) foram processados para obtenção 
de cortes histológicos por congelação, destinados para a visualização dos linfócitos em 
microscopia de fluorescência. 
 
3.5. Procedimentos e ensaios 




A linhagem de células de câncer de ovário CAISMOV24 foi mantida em RPMI-1640 
(Nutricell, Campinas, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Nutricell, 
Campinas, Brasil) e 2mM de L-glutamina (Nutricell, Campinas, Brasil). Culturas 2D foram 
realizadas semeando 104 células/cm2 em frascos de cultura (JetBiofil, Guangzhou, China). As 
culturas foram incubadas a 37°C e 5% CO2, submetidas a troca do meio de cultura a cada dois 
dias e tratadas com tripsina/EDTA (Nutricell, Campinas, Brasil) para a replicação celular a 
cada duas semanas. Foram utilizadas células da linhagem CAISMOV24 entre as passagens 84 
a 88 neste estudo. O cultivo 3D foi realizado usando o kit Bio-Assembler™ projetado para 
placas de 24 poços (n3D-Biosciences Inc, Houston, EUA). Em resumo, foi adicionado na 
cultura 2D de CAISMOV24 o NanoShuttle™, na proporção de 1µl de NanoShuttle™ para cada 
20.000 células. A cultura foi incubada a 37°C e 5% de CO2 por 18 horas. Em seguida, as 
células foram desprendidas do frasco de cultivo por meio de incubação com 5mL de tripsina 
por 5 minutos, a tripsina foi retirada por meio de duas lavagens (centrifugação 600g/5min) 
com PBS (Tampão fosfato-salina, Nutricell, Campinas, Brasil). As células foram resuspensas 
em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB e 2mM de L-glutamina. A 
viabilidade celular foi determinada por coloração azul de tripan (Sigma-Aldrich, Darmstadt, 
Alemanha, 1% p/v em PBS) e a densidade foi ajustada para 106 células/mL em meio RPMI-
1640 suplementado com 10% de SFB e 2mM de L-glutamina. Células CAISMOV24 
conjugadas com NanoShuttles™ foram semeadas 105/poço em placa de baixa adesão celular 
(ultra-low adesion, ULA) de 24 poços (Cellstar® Greiner Bio-one, Kremsmünster, Áustria) 
em volume final de 400µl/poço. Em seguida, a placa contendo as células foi submetida ao 
campo magnético, primeiro usando um drive de concentração celular (Fig. 1 a/b) durante 3h, 
após este período o drive de concentração foi substituído por uma unidade de levitação que 
permaneceu durante todo o período de cultura (Fig. 1c/d/e). As culturas 3D foram submetidas 
a troca do meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB e 2mM de L-
glutamina, a cada dois dias meio de cultura até o momento de uso.  
 
 
Fig. 1: a. Unidade de concentração para placa de baixa adesão celular (ultra-low adesion, ULA) de 24 poços; b. 
Placa ULA de 24 poços acima da unidade de concentração; c. Placa ULA com a tampa projetada para unidade de 








3.5.2. Amostras de sangue 
As amostras de sangue dos participantes foram coletadas com tubos de coleta de 
sangue a vácuo de 9 mL contendo heparina sódica (Vacuette®, Campinas, Brasil). As CMSPs 
foram isoladas por centrifugação em gradiente, utilizando Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, 
Uppsala, Suécia), seguido por duas lavagens com PBS (centrifugação a 600 g/5 min). A 
contagem celular foi realizada em câmara de Neubauer usando solução de ácido acético (2% 
em PBS) e o método de exclusão de azul tripan foi utilizado para avaliar a viabilidade. 
 
3.5.3. Cocultivo tridimensional de CAISMOV24 e linfócitos 
As CMSPs suspensas em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB 
e 2mM de L-glutamina foram conjugadas com NanoShuttles™ misturando-as na proporção de 
20.000 células viáveis a 1µl da nanopartícula em um tubo cônico. Posteriormente, a suspensão 
de CMSPs foi submetida a três ciclos de centrifugação e ressuspensão (30g/5 min), pipetando 
as células para cima e para baixo (pelo menos 10 vezes), sem alterar o meio. O frasco de 
cultivo 2D de CAISMOV24 foi incubado com NanoShuttle™, na proporção de 1µl de 
NanoShuttle™ para cada 20.000 a 37°C e 5% de CO2 por 18 horas. Em seguida, as células 
foram desprendidas do frasco de cultivo por meio de incubação com 5mL de tripsina por 5 
minutos, a tripsina foi retirada por meio de duas lavagens (centrifugação 600g/5min) com 
PBS. As células foram suspensas em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 10% de 
SFB e 2mM de L-glutamina. A viabilidade celular foi determinada por coloração azul de 
tripan e a densidade foi ajustada para 106 células/mL. Em seguida, CMSPs conjugadas com 
NanoShuttle™ e células CAISMOV24 conjugadas com NanoShuttle™ foram misturadas na 
proporção de células de 1:5 (CMSP:CAISMOV24) em meio RPMI-1640 suplementado com 
10% de SFB e 2mM de L-glutamina. Tal suspensão celular foi distribuída em placa ULA de 
24 poços, totalizando 1,2x105/poço (20.000 CMSP e 100.000 CAISMOV24) em volume final 
de 400µL/poço. Em seguida, a placa contendo as células foi submetida ao campo magnético, 
primeiro usando um drive de concentração celular durante 3h, que foi seguido por uma 
unidade de levitação que permaneceu durante todo o período de cultura (72 horas) (Figura1). 
Os cocultivos foram mantidos em incubação a 37°C e 5% CO2, a troca do meio de cultura foi 
feita a cada dois dias. Os cocultivos foram tratados diariamente com IL-15 (60 ng/mL 
concentração final/poço, BD, San Jose, EUA), como controle experimental diariamente ou 
não. Além disso, as placas de cultura também possuíam poços contendo CMSPs conjugados 




Para a visualização de linfócitos nos cocultivos foi realizado um experimento no qual 
CMSPs foram incubadas com corante de proliferação celular CellTrace™(CFSE) 
(ThermoFisher Scientific, Eugene, USA). Neste experimento o corante CFSE foi empregado 
para atribuir cor aos linfócitos já que este confere coloração esverdeada ás células. Desta 
forma, quando visualizados em microscópio óptico os linfócitos apresentariam coloração 
verde. Resumidamente, CMSPs após tratamento com Nanoshuttle™, foram incubadas com 
CFSE 2µM a uma densidade de 2,5x106 cél./mL por 15 minutos a 37°C e 5% CO2. Em 
seguida as células foram lavadas duas vezes com PBS e suspensas em meio de cultura RPMI-
1640 suplementado com 10% de SFB e 2mM de L-glutamina. Células CAISMOV24 
conjugadas com NanoShuttle™ foram misturadas com CMSPs coradas com CFSE na 
proporção de células de 1:5 (CMSP:CAISMOV24) em meio RPMI-1640 suplementado com 
10% de SFB e 2mM de L-glutamina. Tal suspensão celular foi distribuída em placa ULA de 
24 poços, totalizando 1,2x105/poço (20.000 CMSP e 100.000 CAISMOV24) em volume final 
de 400µL/poço. Em seguida, a placa contendo as células foi submetida ao campo magnético, 
primeiro usando um drive de concentração celular durante 3h, que foi seguido por uma 
unidade de levitação que permaneceu durante todo o período de cultura (72 horas). 
 
3.5.4. Análise histológica e imuno-histoquímica 
Cortes histológicos foram obtidos para determinar a histologia dos agregados 
celulares, expressão de biomarcadores e a presença de linfócitos. Para a determinação da 
histologia os cortes foram obtidos de tecido embebido em parafina seguindo os procedimentos 
rotineiros do laboratório de Patologia Especializada (LAPE) do CAISM, UNICAMP. 
Resumidamente, os agregados celulares foram fixados em formalina a 4%, desidratados por 
meio de diferentes concentrações de álcoois, embebidos em parafina, e então cortados em 
seções de 4µm. Os cortes foram montados em lâminas silanizadas (Perfecta Lab. São Paulo, 
Brasil) e armazenados até o momento de uso. Para a etapa de coloração com H&E, os cortes 
foram desparafinados em xileno, reidratados com álcool e/ou PBS, secos e posteriormente 
corados com H&E. 
A expressão dos biomarcadores PAX8, receptor de estrógeno e receptor de 
progesterona bem como a presença de linfócitos nos agregados foram avaliadas por 
imunohistoquímica a partir de cortes histológicos obtidos por congelação em nitrogênio 
líquido. Resumidamente, uma série de cortes consecutivos de 4μm obtidos em criostato 
(Cryostat CM 1850, Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha) foram colocados em lâminas 




minutos, lavados com PBS e incubados em diluições apropriadas dos anticorpos primários 
(PAX8 clone BC12, control no. 901-438-070919, dil.1:100; receptor de estrógeno clone 1D5, 
control no. 901-054-081817, dil. 1:200; receptor de estrógeno clone 16, control no. 903-424-
020818, dil. 1:200, Biocare Medical, Pacheco, CA, USA) e anticorpo secundário conjugado a 
peroxidase, seguindo os procedimentos do Departamento de Anatomo-patologia da 
UNICAMP. 
A presença de linfócitos nos agregados celulares resultantes do cocultivo de 
CAISMOV24 com CMSPs marcadas com corante fluorescente CFSE foi avaliada em cortes 
histológicos obtidos por congelação. Uma série de cortes consecutivos de 4μm foram 
colocados em lâminas silanizadas. Os cortes de agregados celulares nas lâminas foram fixados 
com acetona por 15minutos, lavados com PBS, incubados em solução de permeabilização 
(Na3C6O7 0,0387M com 1% de Triton X-100) por 2minutos, lavados novamente e corados 
com 4',6'-diamino-2-fenil-indol, (DAPI, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) 
por 5 minutos (DAPI, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha). Os cortes na lâmina 
foram cobertos com meio de montagem e lâmina de microscópio. O exame microscópico foi 
realizado em microscopia de fluorescência (Nikon® Eclipse 80i, Tóquio, Japão; com filtros 
LP 430nm e 510nm). As lâminas contendo os cortes foram marcadas com corante 
fluorescente para DNA (DAPI). Resumidamente, para a coloração com DAPI as lâminas 
foram fixadas com acetona resfriada a-20ºC por 15 minutos, lavadas 3vezes com PBS 0,1x, 
incubadas com tampão de permeabilização aquecido a 37ºC por 2 minutos (Citrato de sódio 
0,3mM e X triton 0,01x), e marcadas com DAPI a uma diluição de 1:1000 por 5 minutos no 
escuro. 
 
3.5.5. Fenotipificação de linfócitos 
A presença dos linfócitos nos agregados celulares gerados com células CAISMOV24 e 
CMSPs foi determinada a partir de análise das suspensões celulares obtidas dos cocultivos em 
citometria de fluxo. Para este procedimento, seis agregados celulares obtidos sob as mesmas 
condições de cultura foram agrupados e submetidos à desagregação celular por pipetagem 
para cima e para baixo. A suspensão celular foi lavada por com PBS (centrifugação 
600g/5min) em seguida, suspendidas e incubadas com 50μL de solução contendo anticorpos 
monoclonais conjugados com moléculas fluorescentes para determinar subpopulações de 
linfócitos T ( PBS com 2% de SFB e 0,2mM de EDTA e anticorpos monoclonais conjugados 
com fluoróforos). Os anticorpos utilizados foram: anti-CD3 APC-H7 (clone SK7), anti-CD56 




anti-CD25 BB515 (clone 2A3) e anti-CD127 Alexa Fluor647 (clone HIL-7R-M21). As 
células foram incubadas por 30min sob gelo e protegidas da luz. Após a incubação, as células 
foram lavadas duas vezes com PBS e os sedimentos finais suspensos com 300µL de PBS para 
aquisição em citometro de fluxo FACS Verse (BD, San Jose, EUA). O software FlowJo™ foi 
usado para análise dos dados. A população de linfócitos foi identificada e delimitada usando 
os parâmetros FSC e SSC, e a FSC-área vs. FSC-altura foi utilizada para eliminar células 
agrupadas. As subpopulações de linfócitos T foram identificadas pela presença e/ou ausência 
de anticorpos específicos. Linfócitos NK foram identificados pela presença do anticorpo anti-
CD56 PE-Cy7 e ausência do anticorpo anti-CD3 APC-H7. Os linfócitos TCD3+ foram 
identificados pela presença do anticorpo anti-CD3 APC-H7. A partir dos linfócitos TCD3+ foi 
identificada a população de linfócitos TCD4+ pela presença do anticorpo anti-CD4 PerCP-
Cy5.5 enquanto que a população de linfócitos TCD8+ foi determinada pela presença do 
anticorpo anti-CD8 BV421. Além disso a partir da população de linfócitos TCD4+ foi 
identificada a populacão T-reg pela presença do anticorpo anti-CD25 BB515 e ausência do 
anticorpo anti-CD127 Alexa Fluor647.A  
 
3.5.6. Cinética de crescimento em cultura 2D e 3D da CAISMOV24  
A divisão celular de células CAISMOV24 em culturas 2D foi avaliada por citometria 
de fluxo nos cultivos 2D e 3D. Para isso, as células CAISMOV24 foram marcadas com o 
corante de proliferação celular violeta 450 (VPD450) (BD Horizon™, San Diego, EUA). Este 
corante não fluorescente se difunde pela membrana das células, as células viáveis clivam o 
VPD450 que passa a ser fluorescente. VPD450 de células não viáveis permanece não 
fluorescente. À medida que as células viáveis se dividem, o corante VPD450 é distribuído 
uniformemente entre as células filhas; cada célula-filha retém aproximadamente metade da 
intensidade de fluorescência de VPD450 de sua célula-mãe, ou seja, quanto mais as células se 
dividem menor a intensidade de fluorescência em cada uma delas. Em relação à marcação, 
para o cultivo 2D, 2x106 CAISMOV24 foram incubadas com VPD450 a 0,1mM por 15 
minutos a 37°C e 5% CO2, em seguida, foram lavadas duas vezes com PBS (centrifugação 
600g/5min), resuspendidas com meio RPMI, lançadas em frascos de cultura que foram 
incubados por cinco dias a 37°C e 5% CO2.  Para o cultivo 3D, após tratamento com 
Nanoshuttle™, 2x106 CAISMOV24 foram incubadas com VPD450 a 0,1mM por 15 minutos a 
37°C e 5% CO2. Após a incubação, as células foram lavadas duas vezes com PBS 
(centrifugação 600g/5min) e os sedimentos finais suspensos com meio de cultura RPMI. O 




Após cinco dias de cultivo, a cultura 2D foi submetida a tratamento com 5mL de 
tripsina por 5 minutos para o desprendimento das células, a tripsina foi retirada com duas 
lavagens com PBS (centrifugação 600g/5min). O sedimento celular foi suspenso em 300µL 
para ser adquirido no citômetro FACS Verse. Para o cultivo 3D, seis agregados celulares 
formados foram agrupados e submetidos à desagregação celular por pipetagem para cima e 
para baixo. Subsequentemente, as suspensões de células 2D e 3D foram adquiridas por 
citômetro FACS Verse e analisadas por FACS Suite. As suspensões de células foram 
analisadas ajustando as células de tumor SSC/FSC apropriadas e tendo em conta a intensidade 
de fluorescência no dia zero em células marcadas e não marcadas com VPD450. A plataforma 
de proliferação do software FlowJo 7.1 (Tree Star, Ashland, EUA) foi utilizada para a análise 
dos dados. O índice de proliferação foi calculado pelo número de células submetidas em pelo 
menos uma divisão. 
 
3.6. Variáveis e Conceitos 
Variáveis independentes  
1. Cultivo 3D: sistema de cultivo que promove a agregação celular formando 
estruturas tridimensionais. 
2. Cultivo 2D: sistema de cultivo que promove o crescimento celular como 
monocamada aderida sobre uma superfície.  
 
Variáveis dependentes  
1. Proliferação celular: Calculada dividindo o número total de divisões celulares pelo 
número de células que entram em divisão pelo menos uma vez. Determinada pelo corante de 
proliferação celular VPD450 por meio do cálculo do índice de proliferação celular. O índice 
de proliferação celular é calculado Variável quantitativa contínua. 
2. Expressão de moléculas de superfície celular: variável quantitativa contínua. 
Determinada pela frequência de células que expressam a molécula de superfície celular no 
total de células avaliadas. 
3. Intensidade de expressão de moléculas de superfície celular: variável quantitativa, 
definida pela intensidade de fluorescência emitida por uma determinada molécula presente na 
superfície celular. Avaliada por meio da citometria de fluxo.  
4. Presença de linfócitos nos agregados celulares: variável qualitativa e quantitativa 




com células da linhagem CAISMOV24. Avaliada por microscopia ótica de cortes histológicos 
e citometria de fluxo.  
5. Subpopulações de linfócitos: variável qualitativa e quantitativa, definida pelo 
conjunto de moléculas de superfície celular expressas pelas células T: Avaliada por meio da 
citometria de fluxo.  
 
Variáveis descritivas  
1. Formação de agregados celulares: agrupamento de células obtido por meio de 
cultivo 3D. A formação de agregados celulares será afirmativa quando o mesmo for 
visualizado a olho nu, em placa de cultivo, e confirmado por microscopia ótica.  
2. Caracterização histológica: Agregados celulares com organização celular 
compatível com a dos tumores epiteliais serosos de ovário avaliada por meio da microscopia 
ótica e de cortes histológicos. 
 
3.7. Processamento e análise dos dados 
Os dados numéricos obtidos foram digitados em uma planilha Excel (Microsoft 
Office, EUA) gerando um banco de dados. Posteriormente, os dados deste banco de dados 
foram usados pelo programa Graph Pad Prism 6 (GraphPad Software, CA, EUA) para análise 
estatística.  
Os dados numéricos apresentados em percentual foram submetidos à análise de 
variância (ANOVA) seguida pelo teste Dunnet´s para múltiplas comparações. O nível de 
significância foi estabelecido em p<0,05. Os dados numéricos relativos à recuperação de 
linfócitos foram submetidos a um teste t não pareado para comparação de dois grupos 
específicos não pareados. Todas as análises estatísticas foram realizadas no software GaphPad 
Pris 6 (GraphPad Software, CA, EUA). 
Os dados descritivos obtidos foram registrados por microscópio ótico equipado com 
contraste de fase. As imagens geradas foram nomeadas para eventual rastreio e arquivadas. Os 
dados descritivos foram avaliados por médico patologista. 
 
3.8. Controle de qualidade  
Neste projeto, o controle de qualidade dos procedimentos baseados na citometria de 
fluxo foi realizado por meio da calibração do equipamento segundo procedimentos 
recomendados pelo fabricante e padronizados no laboratório onde foram processados os 




conjugadas à fluoróforos (Esferas de calibração CS&T da BD FACSuit código 650622). Além 
disso, todos os procedimentos foram realizados com repetições das amostras e ensaios que 
receberam imunoglobulinas inespecíficas conjugadas aos fluoróforos (controle isotipo) para 
detecção de possíveis reações inespecíficas. Sempre que possível foram incluídos nos ensaios 
controles positivos ou negativos constituídos por amostras de células cujo padrão de 
expressão de moléculas de superfície celular é conhecido.  
 
3.9. Aspectos éticos  
Os participantes deste estudo, só foram incluídos após serem esclarecidos sobre o 
propósito do estudo e consentirem por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido (TCLE). Os riscos e ou desconfortos previstos são mínimos e envolvem o 
procedimento de coleta do sangue por punção da veia do braço. Há, ainda, riscos associados 
ao sigilo da identidade do participante, todavia, foram adotados procedimentos de codificação 
das amostras e limites de acesso às informações dos participantes. Assim, foi garantido o 
anonimato das participantes do estudo, bem como, todos os direitos apontados na Resolução 
466/12 do Conselho Nacional de Saúde e os princípios éticos propostos na declaração de 





O resultado desta dissertação é apresentado como artigo intitulado Three-dimensional cell 
culture to assembly low-grade ovarian carcinoma cell aggregates containing lymphocytes. O 
manuscrito foi submetido à revista Cells do grupo MDPI em agosto de 2019, publicado em 














































5. DISCUSSÃO GERAL 
 
Nos últimos anos tem aumentado o número de estudos utilizando o cultivo 3D com 
linhagens celulares neoplásicas para o estudo de biologia tumoral, inclusive com linhagens de 
carcinoma de ovário. (28,29,47). Esse fato se deve tanto a maior acurácia /dos modelos 3D 
como o desenvolvimento de novos protocolos simplificados e de maior produtividade. 
Em geral, modelos neoplásicos 3D in vitro são obtidos por meio do cultivo de 
linhagens celulares sobre um suporte polimérico. Lee e coautores (48), por exemplo, 
compararam os sistemas de cultivo 2D e 3D utilizando matriz sintética (PolyHema) com 31 
linhagens de carcinoma de ovário, entre as quais predominaram linhagens de alto grau e 
apenas uma correspondendo ao histotipo seroso de baixo grau (OAW42). Outra abordagem 
adotada nos modelos 3D é geração de agregados celulares em suspensão utilizando 
recipientes ULA, meio de culturas adequados e / ou agitação (33-35). Heredia-Soto e 
coautores (49) utilizaram este sistema de cultivo para caracterizar moléculas marcadoras da 
transição epitélio-mesenquimal de 16 linhagens celulares de carcinoma de ovário seroso, entre 
as quais apenas uma correspondia ao tipo de baixo grau. Uma nova técnica de cultivo celular 
que combina recipientes ULA e campo magnético tem sido utilizada para promover o 
desenvolvimento 3D de diferentes tipos de células primárias humanas bem como linhagens 
celulares, incluindo neoplásicas (50-53). Recentemente Pan e coautores (50) obtiveram 
sucesso ao utilizar essa técnica para avaliar a influência do microRNA 509-3p na agregação 
celular de seis diferentes linhagens de carcinoma de ovário seroso de alto grau.  
Em todos estes estudos a morfologia dos agregados celulares variou do redondo ao 
irregular alongado e no nível de compactação celular, do denso ao solto (48,49) indicando que 
a técnica de cultivo 3D não determina sozinha a morfologia final do agregado celular, o qual 
depende da capacidade de organização intrínseca das próprias células em crescimento. 
Semelhantemente, o formato dos agregados celulares da linhagem CAISMOV24, não foi 
determinado exclusivamente pelo campo magnético, mas pela capacidade de arranjo inerente 
das células em crescimento. Observou-se que os agregados gerados com a linhagem 
CAISMOV24 são similares aos agregados encontrados em lavados peritoneais ou ascites de 
pacientes com câncer de ovário, positivos para a presença de células tumorais (54). A análise 
dos cortes histológicos dos agregados de CAISMOV24 revelou uma estrutura papilar, 
indicando ocorrer diferenciação no arranjo celular. De fato, Lee e coautores (48) relataram 
que o cultivo 3D favorece a diferenciação dos agregados celulares em tecidos, mesmo após 




proteínas, como PAX8 e receptores de progesterona, sugerindo CEO funcionais nos 
agregados celulares. 
O índice de proliferação celular da linhagem CAISMOV24 foi menor no cultivo 3D 
em comparação com o cultivo 2D. Outros estudos também relataram menor proliferação 
celular de linhagens de carcinoma de ovário no cultivo 3D (27,48). Isso poderia ser uma 
consequência da inibição da proliferação celular por contato, que ocorre mais cedo nas 
culturas 3D do nas 2D. Entretanto, é preciso avaliar se o campo magnético poderia ter um 
papel na inibição da proliferação celular. Embora, estudos tenham afirmado que o campo 
magnético fraco não produz efeitos biológicos (21,55,56), existem dados sugerindo que a 
exposição ao campo magnético poderia influenciar especificamente populações celulares 
altamente proliferativas, como as células tumorais (57,58). 
É consenso que interações entre células tumorais e linfócitos têm um papel importante 
na resposta antitumoral e também na capacidade evasiva do tumor (10-12), por isso tem se 
investido no desenvolvimento de técnicas que promovam o cocultivo 3D entre linfócitos e 
células tumorais (31,32,59). Nossos resultados mostraram que o cocultivo de células 
CAISMOV24 com CMSPs conjugadas com NanoShuttleTM sob campo magnético aumentou 
significativamente a incorporação de linfócitos nos agregados de células CAISMOV24. Além 
disso, observamos a presença de diferentes subpopulações de linfócitos nos agregados 
validando esse sistema de cultivo 3D como uma abordagem in vitro útil para estudar as 
interações linfocitárias no microambiente de CEO. Nossos resultados também mostraram que 
as células citotóxicas (linfócitos NKs e CD8) foram ativadas e apontaram o subtipo T-reg 
como um linfócito persistente de longo prazo presente nos agregados celulares, em um 











Neste estudo concluímos que o cultivo 3D baseado em magnetismo permitiu a geração 
de agregados celulares com a linhagem CAISMOV24 com características semelhantes à do 
tumor de origem. Este método permitiu a recuperação de linfócitos a partir de agregados 
celulares obtidos pelo cocultivo de CMSPs com a linhagem CAISMOV24. Assim, 
consideramos que esse sistema de cultivo 3D é adequado para o estudo das interações 
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direitos como participante da pesquisa e é elaborado em duas vias, uma que deverá ficar com 
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ANEXO II- COMPROVANTE DE SUBMISSÃO DO ARTIGO  
